® BUNDESREPUBLIK © Off nl gungsschrift 
DEUTSCHLAND DE 199 17 249 A 1 




DEUTSCHES 



® 



® Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



® Int. CI. 7 : 

C 12 P 13/06 

C 12 P 9/00 
C 07 F 9/10 



199 17 249.8 
16. 4.1999 
7. 9.2000 



PATENT- UND 




MARKENAMT 




© Innere Prioritat: 


@ Erfinder: 


199 08 689.3 26.02. 1999 
@ Anrnelder: 


Schmitt, Heidi, 21521 Aumuhle, DE; Schneider, 
Michael, Dr., 21224 Rosengarten, DE; Volland, 
Michael, 21441 Garstedt, DE 


Lucas Meyer GmbH & Co, 20539 Hamburg, DE 


® Entgegenhaltungen: 


© Vertreter: 


EP 07 76 976 A2 


Epping, Hermann & Fischer GbR, 80339 Munchen 


Chemical Abstracts Vol. 114, Nr. 38 740; 
Chemical Abstracts Vol. 87, Nr. 98 415; 
Patent Abstracts of Japan, JP 02-00 79 990 A; 
Biosis Abstracts Nr. 1992:34 64 91; 
Biosis Abstracts Nr. 1989:38 01 20; 



CD 
CM 

0) 



Die folgenden Angaben sind den vom Anrnelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestelit 

© Verfahren zur Herstellung von Phosphatidylserin (PS) undd PS in Weichgelatinekapseln 

© Die Erfindung bezieht sich auf Verfahren zur Herstel- 
lung von Phosphatidylserin (PS) bzw. von PS angereicher- 
ten Produkten, bei welchem Lecithin in Wasser disper- 
giert und D-, L- oder D,L-Serie hinzugegeben wird. Phos- 
pholipase D und CaCI 2 werden in Wasser gelost in die Di- 
spersion uberfuhrt. Nach 10 bis 20 h Ruhren bei Raum- 
temperatur wird das Calciumsalz des PS aus der wassri- 
gen Phase abgetrennt, dasfreie L-Serin und Cholin im PS 
wird ausgewaschen. Durch abschliefcende Ethanolextrak- 
tion werden PS bzw. PS angeretcherte Produkte erhalten, 
die keine Restenzymaktivitat aufweisen. 
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Beschreibung 

Bckanntc Verfahren zur Herstcllung von PS basieren auf 
folgenden Merkmalen: 

- Reaktionen in zweiphasigen Systemen, 

- Verwendung .von Toluol, MIBK, Diethylether oder 
Ethyl acetat als Loscmittel und Wasser, und 

- Verwendung von groBcm UberschuB an L-Serin. 

Diese Verfahren sind nur beschrankt geeignet zur Herstel- 
lung von Produkten fur den Einsatz in Nahrungserganzungs- 
mitteln und sog. Functional Food, und zwar wegen der Rest- 
losemittelgehalte, Instability in Formulierungen, hohen 
Rohstoff- und der Verfahrenskosten. 

Vorteile des Verfahrens gemaB der Erfindung sind: 

- Die Losungsmittelfreiheit, da die Reaktion in einem 
einphasigen System unler Verwendung von Wasser als 
Losemittel stattfindet. 

- Der Einsatz handelsublicher RohstofFe, namlich 
Phospholipase D,L-Serin, Calciumchlorid, Phospholi- 
pide (Lecithine). 

- Die Verwendung eines Substrates in natiirlicher Zu- 
sammensetzung in deren natiirlichen Zusammenset- 
zungen, namlich Lecithine (zum Beispiel aus Soja/Ei) 
bis zum aufgereinigten Phosphatidylcholin. 

- Der Einsatz von L-Serin in geringer Menge, namlich 
in einer Dosierung, bezogen auf Substrat im Bereich 
von 0,2 : 1 bis 2 : 1 und dadurch eine deutliche Redu- 
zierung des "Oberschusses von bis zum 50 : 1 auf 
0,2 : 1, wobei die theoretisch benotigte Menge 0,14 : 1 
ist. 

Weitere Vorteile des Verfahrens sind: 

- die hohe Selektivitat fur die Umwandlung von PC in 
PS und, 

- dass nur wenig Nebenreaktionen von PC-PA auftre- 
ten, zum Beispiel Hydrolyse von PC in PA. 

GemaB der Erfindung wird in einem bevorzugten Fall wie 
folgt vorgegangen: 

Lecithin wird in Wasser dispergiert (1-20%-ig) vorzugs- 
weise 5%-ig und dazu das L-Serin gegeben. Die Phospoli- 
pidpase D und CaCL 2 wird in einem kleinen Teil des Wasser 
gelost und anschlieBend in die Dispersion quantitativ iiber- 
fuhrt. Die Dispersion wird uber einen Zeitraum von (vor- 
zugsweise 10-20 h) bei vorzugsweise RT geruhrt. 

Nach Beendigung der Reaktion wird das entstandene Cal- 
ciumsalz des Phosphatidylserins mittels bekannter Trenn- 
verfahren aus der wassrigen Phase abgetrennt, da dieses in 
Wasser unloslich ist. 

Das freie L-Serin und Cholin im Produkt kann durch eine 
weitere Wasche mit Wasser entfernt werden. 

Das Produkt kann dann getrocknet werden, z. B, Gefrier- 
oder Spriihtrocknung. Urn die Rest-Enzymaktivitat zu be- 
seitigen, kann eine Inaktivierung z. B. durch eine sich an- 
schlieBende Ethanolextraktion des Reaktionsproduktes vor- 
genommen werden. 

Gleichzeitig erzielt man dabei PS-angereicherle Pro- 
dukte. Dies fuhrt zu stabilen Produkten, die keine Rest-En- 
zymaktivitat aufweisen. Die Umwandlung der Ca-Salze in 
z. B. freies PS oder PS-Natriumsalz kann nach irgendeinem 
bekannten Verfahren durchgefuhrt werden. 

Durch Einbetten oder EinschlieBen von PS und PS-halti- 
gen Produkten in einem Hartfctt, das bei Raumtempcratur 
fest ist, lassen sich mit gemaB der Erfindung hergestellten 
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PS-Produkten stabile Formulierungen in wassrigen Syste- 
men entwickeln, da das Produkt vor hydrolytischen Reak- 
tionen geschutzt ist. (z. B. Anwendung fur Getranke, in de- 
nen fettverkapseltes PS enthalten ist, ohne dass das PS hy- 
5 drolysiert werden kann). Fiir einen Einschluss Th Weichge- 
latinekapseln wird der Schmelzpunkt des Fettes so gewahlt, 
dass er minimal unterhalb der Verkapselungstemperatur 
liegt. 

Da das Phosphatidylserin im Inncren der Kapsel in einem 
10 Fett eingebettet ist, das bei Raumtemperatur nicht schmilzt, 
bei Korpertemperaturen - also unterhalb von 37° - jedoch 
fliissig ist, sorgt es dafur, dass der Wassergehalt der Gelati- 
nemasse nicht auf das eingeschlossene PS einwirkt. Der 
Vorteil ist dann, dass uberhaupt keine Hydrolyse auftritt. Es 
15 lasst sich ein Schmelzpunkt einstellen, der so niedrig ist, 
dass im Magen-Darm-Trakt jedenfalls bei Korpertemperatu- 
ren eine gute Aufnahme des PS moglich ist. 

Dieses Prinzip kann gemaB der Erfindung auch auf andere 
Substanzen angewendet werden, die durch das Wasser der 
20 Weichgelatinekapsel angegriffen werden konnten. 

Beispiel fur ein Hartfett 

SATINA 15 ist ein laurinhaltiges Pflanzenfett, fraktio- 
25 niert, gehartet und raffiniert. 

Kennwerte 

Jodzahl (Wrjs): 7 g/100 g 
30 Freie Fettsaure (Laurinsaure): 0.03% 

Peroxydzahl: 0.1 meq02/kg 

Trans Fettsaure (annahernd): < 1% 

Lovibond Farbe (5.25 M Zelle) 

Gelb: 4.2 
35 Rot: 0.7 

Prozent Festfettanteil bei: 

20°C:71% 

25°C: 42% 

30°C. 1 35°C: 0% 
40 Steigschmelzpunkt: 29°C 

Eigenschaften von L-Serin 

(S)-2- Amino- 3 -hydroxy-propanoic acid 
45 L-2- Amino- 3 -hydroxy-propionic acid 
C3H7NO3 
M = 105.09 g 

White crystals or crystalline powder 
Practically odourless 
50 Solubility: 35,9 g/100 g H 2 0 20°C 

Patentanspruche 

Verfahren zur Herstellung von Phosphatidylserin (PS) 
55 bzw. von PS angereicherten Produkten, bei welchem 
Lecithin in Wasser dispergiert (1 . . 20%) und L-Serin 
hinzugegeben wird, Phospholipase D und Ca Cl 2 in 
Wasser gelost und quantitativ in die Dispersion iiber- 
fuhrt und ungefahr 10 bis 20 h bei Raumtemperatur ge- 
60 ruhrt werden, das entstandene in Waser unlosliche Cal- 
ciumsalz des PS aus der wassrigen Phase abgetrennt 
wird, das freie L-Serin und Cholin durch eine Wasche 
mit Wasser entfernt wird und nach Ethanolextraktion 
das PS bzw. die PS angereicherten Produkte erzielt 
65 wird/werden. 



